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分泌される悪玉アディポサイトカインである PAI-I（Plasminogen activator 
inhibitor-1）は血栓形成に関わり、レプチンは高血圧に関与する 3)。 
 
平成 20 年 国民健康・栄養調査によると、40-74 歳でメタボリックシンドロー
ムが強く疑われる者が男性 27.0%、女性 11.9%だった。また、予備軍と考えられ
る者が男性 24.5%、女性 8.1%だった。男性に関しては合わせて 51.5%もの人がメ
タボリックシンドロームの危険があり、2 人に 1 人が肥満の恐れがある。平成 19
年 国民健康・栄養調査によると、40-74 歳でメタボリックシンドロームまたはそ
の予備軍に該当するのは、約 2,010 万人だった。また、糖尿病あるいはその予備
軍と推定される人は約 2,210 万人、平成 18 年 国民健康・栄養調査によると糖尿
病の疑われる人は約 1,870 万人、高血圧症の疑われる人は約 5,490 万人だった。 
 
図 主要死因別死亡者数 
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上記の図に示すとおり生活習慣病が直接の死因となるわけではないが、生活習





































ては、キウイフルーツの約 2.5 倍含まれている。五訂食品成分表 17)に記載されて
いる果実と比べると、ビタミン C 豊富な果実として知られるアセロラが果実 100 
g あたり 1700 mg、グァバが 220 mg で、その次がサルナシの 180 mg だった。
レモンのビタミン C は 100 mg となっている。ビタミン E はキウイフルーツの約
3.5 倍量含まれ、果実の中で最も多い量となっている。以上のことから、サルナ
シは豊富なビタミン源であると考えられる。また、マタタビ科の果実間のビタミ




成分 (/100g) サルナシ 1) 
キウイ 
フルーツ 2) 
カルシウム (mg)  41 33 
リン(mg)  49 32 
カリウム (mg)  320 290 
-カロテン当量 (g)  230 66 
ビタミン B2 (mg)  0.03 0.02 
ビタミン C (mg)  180 69 
ビタミン E (mg)  4.6 1.3 
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これまで、サルナシの食品化学的機能、生理機能に関する報告は尐ないが、サ
ルナシ果実抽出エキス PG102 による抗アレルギー作用、抗炎症作用 19, 20)、サル
ナシ根茎中の(+)カテキンと(-)エピカテキンによる骨髄細胞増殖促進作用 21)、ウル
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第 1 節 サルナシ中のポリフェノール成分の分析 
1.1. サルナシポリフェノールの抽出と分析方法 
 サルナシを熱 MeOH で抽出し、ろ過後濃縮した。CHCl3：MeOH：H2O＝1：1：
2 になるように調製し、振とう抽出することで脂質を除去した。上層 (MeOH + 
H2O) は濃縮後、EtOAc で振とう抽出し、EtOAc 層を分析に用いた。分析には、
HPLC-DAD（株式会社日立ハイテクノロジーズ，東京，日本）を用いた。HPLC
分析条件は、カラムは Develosil C30-UG-5 (4.6 × 250 mm i.d., 野村科学株式
会社，愛知，日本)を用いた。流速は 0.8 ml/ml、展開は 5%アセトニトリル/1%酢
酸（A）と 40%アセトニトリル（B）を用い、0-180 分で B が 100%になるような
直線勾配で行った。検出はフォトダイオードアレイ（DAD）により行った。既知
成分の HPLC上での保持時間および UVスペクトルと各ピークのそれらを比較し、
各ピークの構造の推定を行った。また、LC/MS（Xevo QTof MS;  Waters Co., 
Milford, USA）を用いて含まれる主要成分の質量分析を行った。LC/MS 分析条
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を用いた。各果実 50ｇを MeOH 200 ml で粉砕後、30 分間煮沸抽出した。その
後、遠心分離（3000 rpm, 10 min, 4℃）により、上清を得た。さらに残渣を MeOH
で再抽出し、得られた上清を先に得られた上清と合わせて、MeOH で 500 ml に
メスアップしたものを MeOH 抽出液（100 mg/ml）とした。分析には、5 倍，10
倍，50 倍に希釈して用いた。総ポリフェノールの定量は Folin-Denis 法 25)により
定量し、検量線はクロロゲン酸を用いて作成した。測定方法は、各 MeOH 抽出
液 1 ml と Folin 試薬（タングステン酸ナトリウム・2 水和物 100 g、リンモリブ
デン酸 20 g、リン酸 50 ml / L）1 ml を混合した後、3 分間室温で放置した。そ
の後、10％炭酸ナトリウム溶液 1 ml 加え、30 分間室温で放置した後、700 nm
における吸光度を測定した。検量線より総ポリフェノール量を算出した。 
 
1.2.2. DPPH ラジカル消去活性の測定方法 26) 
400 M DPPH(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)溶液と 200 mM MES buffer 
(pH 6.0)と 20% EtOH (もしくは 50% EtOH)を 1：1：1 に混合した。その混液を
0.9 ml ずつ試験管に分注し、80% EtOH(もしくは 50% EtOH)を各試験管に b l 
(300、270、240、180、120、60 l)ずつ加えた。次に、分析試料 a l (0、30、
60、120、180、240 l)を 30 秒おきに順に加え、よく混合した。なお、分析試料
は 1.2.1.で調製した MeOH 抽出液を使用した。また、Trolox についても a l (0、
30、60、90、120、150 l)を順に加えた。分析試料を加えてから 20 分後に 520 nm
の吸光度を順次測定した。Trolox の吸光度を用いて検量線を作成し、サンプルあ
たりの DPPH ラジカル消去能を Trolox 相当量として求めた。 
 
 
第 3 節 サルナシ中のアミノ酸成分の分析 
1.3. 方法 
 サルナシ果実に 80%EtOH となるように EtOH を加え、1 時間煮沸抽出した。
その後、CHCl3：EtOH：H2O＝1：1：2 になるように調製し、振とう抽出するこ
とで脂質を除去した。上層 (EtOH + H2O) は濃縮後、蒸留水に溶解した。その
後、Dowex 50W-X8（室町化学工業株式会社，東京，日本）カラムに供し、アミ
ノ基をもつ成分を吸着させた後、蒸留水で十分に洗浄した。2N NH4OH で溶出し、





サルナシ果実中の総ポリフェノール量と DPPH ラジカル消去活性 
サルナシ果実の総ポリフェノール量と DPPH ラジカル消去活性を Fig. 1-1 に示
した。その際、同じマタタビ科のキウイフルーツ 2 種類と比較した。 
総ポリフェノール量は、果実 100g 中にサルナシ（AA）306.0mg、緑色果肉キウ
イフルーツ（AD）171.2mg、黄色果肉キウイフルーツ（AC）172.3mg 含まれてい
た。DPPH ラジカル消去活性は、サルナシ 2.2 mmol Trolox eq./g、緑色果肉キウイ
フルーツ 2.5 mmol Trolox eq./ g、黄色果肉キウイフルーツ 2.3 mmol Trolox eq./ g で
あった。サルナシの総ポリフェノール量は、他のキウイフルーツと比べほぼ 2 倍
量であり、DPPH ラジカル消去活性は、他のキウイフルーツとほぼ同等であった。  
 
サルナシ果実中のポリフェノール成分 
 サルナシ果実を熱 MeOH 抽出し、脂質を除去した後、酢酸エチルで分配した酢









また、ハイペロサイドとイソケルシトリンは、サルナシ果実 100 g 中に各々0.73 
± 0.18、2.37 ± 1.12 mg 含まれていた。 
 
サルナシ果実に含まれるアミノ酸 
 アミノ酸分析結果を Fig.1-3 に示した。サルナシには、グルタミン、アラニン、
  9 
GABA が多く含まれることが明らかとなった。また、ニコチアナミンも微量では
あるが含まれていた。サルナシ果実 100 g あたり GABA は 5.3 mg 含まれており、
ニコチアナミンは 0.49 mg 含まれていた。 
  10 
 
Fig. 1-1. Total polyohenols content and antioxiadative activity of Actinidia 
species. 
 
AA: Actinidia arguta 
AD: Actinidia deliciosa (Kiwifruit) 
AC: Actinidia chinensis (ZESPRI GOLD Kiwifruit) 
 


































































Fig. 1-2. HPLC chromatogram of Actinidia arguta polyphenols and the 
chemical structures. 
Column, Develosil C-30-UG-5 (4.6 × 250 mm); Solvent A, 5% MeCN/1% 
AcOH; Solvent B, 40% MeCN. Program: A linear gradient of 0-100% of B in A 











































6. Hyperoside 7. Isoquercitrin
12 
 
Table 1. Molecular weights of components corresponding to each peak.   
 
  [M-H]- 
  Measured m/z Calc. mass Formula 
Peak 3 Hyperoside 463.0898 463.0877 C21H19O12 
Peak 2 Isoquercitrin 463.0887 463.0877 C21H19O12 
Peak 1 Rutin 609.1458 609.1456 C27H29O16 















Fig. 1-3. Chromatogram of amino acids contained in Actinidia arguta. 
 
   Amino acids were analyzed by amino acid analyzer (Hitachi 
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1.5. 考察 
 サルナシの総ポリフェノール量は、緑色果肉キウイフルーツ（AD）と黄色果肉
















報告がある 28, 29)。 















ゲン酸、（+）カテキン（1.35 ± 0.71 mg /100g）、コーヒー酸、プロシアニジン B2
（2.10 ± 0.66 mg / 100g）、ハイペロサイド（0.73 ± 0.18 mg / 100g）、イソケルシト





 サルナシ中のアミノ酸に関する報告はなく、本研究で GABA を多く含むこと
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第 1 節 糖質または脂質の吸収阻害試験（in vivo） 
2.1.1. 糖質の吸収阻害試験方法 
1) 試料調製 
 サルナシ果実に MeOH を加え、煮沸抽出し、ろ過後濃縮した。CHCl3：MeOH：
H2O＝1：1：2 になるように調製し、振とう抽出することで脂質を除去した。上
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2) 実験方法 
7 週齢の SD 雄性ラット（日本クレア，東京，日本）を 1 週間予備飼育し 16 時
間絶食後、空腹時血糖値が同等になるように各群 6 匹ずつ群分けした。 
対照群には水を、サルナシポリフェノール画分投与（AP）群にはサルナシポリ
フェノール粉末（0.2g / kg BW）を蒸留水 1 ml に懸濁したものをそれぞれ経口投
与した。5 分後に 1 g / kg BW となるように調製した可溶性デンプン、マルトー
スまたはグルコース溶液 1 ml を経口投与した。投与前、投与後 30 分、60 分、






  2.1.1.と同様の方法でサルナシポリフェノール画分を得た。  
 
2) 実験方法 
5 週齢の ICR 雄性マウス（日本クレア，東京，日本）を 16 時間絶食後、平均
体重が同等になるように対照群とサルナシポリフェノール群の 2 群に分けた。 
対照群（n=10）にはコーン油（5 ml / kg BW）と蒸留水（0.1 ml）を、サルナ
シポリフェノール投与（AP）群（n=11）にはコーン油（5 ml / kg BW）とサル









グルコースを同時に経口投与した時の血糖値変化量を Fig. 2-1-1 に示した。デン
  18 
プン負荷後の血糖値上昇は Con 群において投与後 15 分で最高値となり、AP 群
では有意に低い値を示した（Fig. 2-1-1. A）。マルトース負荷試験では、AP 群は






AP 群では Con 群に対し、有意差は認められなかったが、血清トリグリセラド値
が低値を示す傾向にあった（Fig.2-1-2. A）。そこで、Fig.2-1-2. A より、血清トリ
グリセライド曲線下面積を算出し、トリリセライドの吸収量を比較した（Fig.2-1-2. 
B）。トリグリセライドの吸収量も Con 群に対し AP 群で抑制される傾向にあった。




Fig. 2-1-1.  Effects of the co-administration of Actinidia arguta polyphenols 
fraction (AP) with sugars on the postprandial blood glucose level in rats. 
 
    Eight week-old male SD rats were orally administered with starch (A), 
maltose (B) or glucose (c) at 1 g/kg of body weight, and distilled water or AP at 
0.2 g/kg of body weight.  The blood glucose level was measured at 0, 15, 30, 
60 and 120 min after the sugar was administrated. Each value is expressed as 
mean ± SEM (n=6). *Significantly different from the Control at each 


























0 30 60 90 120
Time (min)
* *
0 30 60 90 120
Control
AP
A  Starch B  Maltose C  Glucose 




Fig. 2-1-2.  Effects of the Actinidia arguta polyphenols fraction (AP) on mice 
serum triglyceride level after oral administration of a corn oil.  
 
    Five week-old male ICR mice were orally administered with a corn oil at 5 
ml/kg of body weight, and distilled water or AP at 0.2 g/kg of body weight.  
The serun triglyceride level was measured at 0, 2, 3, 4 and 6 h after oral 
administration of a corn oil (A) and the area under the curve (AUC) (B). Each 
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第 2 節 -グルコシダーゼ活性阻害試験（in vitro） 
2.2.1. サルナシポリフェノール画分の-グルコシダーゼ活性阻害試験 
1) 試料および試薬調製 
試料はサルナシポリフェノール粉末を 50 mg / ml となるように 2% DMSO 溶
液で溶解し、さらに 5、10、25 mg / ml となるように 2% DMSO 溶液で希釈して
用いた。対照には 2% DMSO 溶液を用いた。 
基質には、2%マルトース溶液または 2%スクロース溶液を用いた。 
酵素は、ラット腸管アセトン粉末（Sigma Chemical Co., St. Louis, USA）0.5 
g を 0.05 M マレイン酸緩衝液（pH 6.0）4.5 ml に添加し、ホモジナイズした。
遠心分離（3000 rpm, 10 min, 4℃）後、上清を粗酵素液とし、マルターゼ活性の
測定では 20 倍希釈溶液を使用し、スクラーゼ活性の測定では原液を用いた。 
2) 測定方法 
出口らの方法 44)を改変して行った。基質溶液 0.1 ml に試料を等量添加し、37℃
で 5 分間前処理後、粗酵素液を 0.1 ml 加え 37℃で 90 分間反応させた。対照には
蒸留水を用いた。95℃で 10 分間加熱し反応を停止させ、5 分間氷冷した。遠心
（3000rpm， 5min， 4℃）後の上清 0.02 ml を採取し、生成したグルコース量
をグルコース CII-テストワコー（和光純薬工業株式会社, 大阪，日本）を用いて
測定し、計算式より阻害率（%）を算出した。 
阻害率(%)＝(Control OD – Sample OD)/Control OD×100 
 
 
2.2.2. -グルコシダーゼ活性阻害を示す有効成分の探索  
1) 試料調製 
 サルナシポリフェノール溶液（0.1 g/2 ml 50% EtOH）を Sephadex LH-20 カ
ラムクロマトグラフィーに供し、50% EtOH で展開した後、2 g ずつ分取した。
この分取したフラクション溶液を試料とした。対照には 50% EtOH 溶液を用いた。 
 イソケルシトリン (Extrasynthese, Genay, France) とハイペロサイド (常盤
薬品工業株式会社，大阪，日本) は 10% DMSO 溶液に溶解し、希釈系列を調製
した。対照には 10% DMSO 溶液を用いた。 
 









ーゼ活性に及ぼす影響を検討した結果を Fig.2-2-1 に示した。AP は濃度依存的に
マルターゼとスクラーゼ活性を阻害し、特に強いマルターゼ阻害活性を示した。
そこで、各酵素に対する IC50 を算出したところ、マルターゼに対する AP の IC50
















Fig. 2-2-1.  Effects of Actinidia arguta polyphenols fraction (AP) on maltase and 
sucrase activities in vitro. 
 
     The activities of maltase (●) and sucrase (○) were determined over 90 min 
after the addition of AP to the reaction mixture. The percentage inhibition is 
defined as that compared with the Control reaction being 100%. 
   











































Fig. 2-2-2.  Effects of fractionated-AP on maltase activity in vitro.  
     The percentage inhibition is defined as that compared with the control 
reaction being 100%. The AP was fractionated by Sephadex LH-20 column 
chromatography using 50% EtOH as eluent.  
 
    ①, ③ : flavonoid 
    ②   : unidentified 
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① Fraction No. 50  
  
② Fraction No. 56  
  
③ Fraction No. 104  
  
④ Fraction No. 120  
  

































Fig. 2-2-4.  Inhibitory activity of isoquercitrin and hyperoside on maltase in 
vitro. 
 
     The percentage inhibition is defined as that compared with the control 














































を in vitro で検討した。その結果、AP は濃度依存的にマルターゼとスクラーゼ






マルターゼに対する IC50 を測定したところ、イソケルシトリンが 0.20 mM、ハ
イペロサイドが 0.11 mM であった。AP 中には多くの種類のポリフェノールが含
まれているが、イソケルシトリンとハイペロサイドはその中でも含量の割合が高





38,45,46)。イソケルシトリンに関する報告は尐なく、 dayflower (Commelina 
communis L.)から単離されたイソケルシトリンは、強い-グルコシダーゼ阻害作
用を示す 1-deoxynojirimycin に近い阻害活性を示した 47)。また、イソケルシト
リンは、アロキサン誘発 1 型糖尿病ラットにおいて、インスリン合成/分泌と/ま
たは G6Pase 活性の低下によって空腹時血糖値を抑制し、糖尿病を改善した 48)。
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ている 57, 58）。 










 実験動物は、4 週齢の C57BL/6J 雄性マウス（日本クレア，東京，日本）を
用いた。飼育条件は、室温 23 ± 1°C、湿度 55 ± 5%、12 時間の明暗サイクル
（8:00-20:00）とし、プラスチックケージで個別飼育した。予備飼育期間は市販
固形飼料 CE-2（日本クレア，東京，日本）と水を自由摂取させた。1 週間予備飼




糖食にサルナシポリフェノール粉末を 1%添加した（HFS）群の 3 群とした。実





 飼料組成を Table 3-1 に示した。LF 群は AIN-93G に準じて作成した基準飼料
であり、HF 群には LF 食に牛脂粉末 30％とスクロース 15％を添加し、その量を
コーンスターチで補正した高脂肪・高ショ糖食を用いた。HFS 群は HF 食に 1%
のサルナシポリフェノール粉末を添加し、その量をコーンスターチで補正した。 
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Table 3-1. Composition of the experimental diets (%). 
 LF HF HFS 
Casein 20.0 20.0 20.0 
Cornstarch 39.8 - - 
-Cornstarch 13.2 8.0 7.0 
Sucrose 10.0 25.0 25.0 
Cellulose powder 5.0 5.0 5.0 
Soybean oil 7.0 7.0 7.0 
Lard powder - 30.0 30.0 
Mineral mixture (AIN-93G-MX)
a
 3.5 3.5 3.5 
Vitamin mixture (AIN-93-VX)
b
 1.0 1.0 1.0 
L-Cystine 0.3 0.3 0.3 
Choline bitartrate 0.2 0.2 0.2 
A. arguta polyphenols powder - - 1.0 
Total (%) 100.0 100.0 100.0 
a
 AIN-93G-MX and 
b
AIN-MX were obtained from Clea Japan, Tokyo, Japan. 
 
3) 測定 








 3-2) 肝臓脂質 
   肝臓脂質の抽出は Folch らの方法 59)に従って行った。肝臓 0.5 g にメタノ
ール 3 ml を加えホモジナイズし、クロロホルム 6 ml を加え、振とうした。
その後、ホモジネートを濾紙（TOYO No.2）で濾過し、残渣を共栓付試験管
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に再び戻した後クロロホルム：メタノール＝2：1 混液を 11 ml 加え、振とう
抽出した。再び濾過し、得られた濾液に 0.88%塩化カリウム溶液を 5 ml加え、
振とう抽出し、上層と下層に分離した後、下層（クロロホルム層）を採取し






 3-3) 糞脂質 
凍結乾燥し粉砕した糞 0.1 g にエタノール 2 ml を加え、80℃で煮沸抽出し
た。3000rpm、4℃、10 分間遠心分離して上清を得た。沈殿物には再度エタ
ノール 2 ml を加え、振とう抽出し、遠心分離により上清を得た。この操作を
もう一度繰り返し、得られた上清は全て、窒素ガス充填下で蒸発乾固させた。
その後一晩真空下で乾燥させ、総脂質重量の測定を行った。得られた脂質は
エタノール 2 ml に溶解させ、トリグリセライド、総コレステロール、胆汁酸
の測定を行った。測定には和光純薬株式会社の測定キットを用いた。  
 
 3-4) DNA マイクロアレイによる肝臓の遺伝子発現解析  
   肝臓は解剖時に摘出後直ちに約 30 mg 切り分け、RNAlater 200 l に浸漬
し、4℃で一晩放置後、-80℃で保存した。 
   DNA マイクロアレイ解析に使用する個体は、各群 3 個体とし、RNA 抽出
を行い、網羅的遺伝子発現解析を行った。使用したチップは、クラボウ（倉






（ANOVA）を行った後に Tukey-Kramer test にて多重比較検定を行った。
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p<0.05 を統計学的に有意とし、アルファベットの異なる群間において有意差








体重の推移を Fig. 3-1 に示した。HF 群では LF 群に対して、飼育 2 週目から高
脂肪食を摂取することで体重が有意に増加した（Fig. 3-1）。体重増加量において、
HF 群に対して HFS 群で体重増加が抑制される傾向にあった（p = 0.065）。HF
群と HFS 群の両群間における摂餌量とエネルギー摂取量に有意差は認められな
かった。 




対して、HF 群で有意に重量が増加し、HF 群と HFS 群では有意な差が認められ
なかった。腸間膜脂肪においては、3 群間に有意差は認められなかった。腹腔内





に示し、血清脂質は Fig. 3-2 にも図示した。血中総コレステロール、遊離脂肪酸
量は、LF 群に対し HF 群で有意に上昇した。HF 群に対して HFS 群では、中性
脂肪、遊離脂肪酸量が有意に低下した。リン脂質量は 3 群間で有意差は認められ
なかった。 
血糖値は、LF 群に対し HF 群で有意に上昇し、HF 群に対して HFS 群では、
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その上昇が有意に抑制された。インスリン値において、LF 群と HF 群間で有意
な差は認められなかったが、HFS 群では HF 群に対して有意に上昇した。  
アディポサイトカインであるレプチン、アディポネクチン、TNF-の結果は以
下のとおりであった。アディポネクチンは 3 群間で有意な差は認められなかった
が、レプチンと TNF-は、LF 群に対して HF 群で有意に上昇し、TNF-に関し




 肝臓脂質量の結果を肝臓 1 g あたりの量として Table 3-4 に示した。総脂質量、
中性脂肪量は 3 群間で有意差は認められなかったが、LF 群に対して、HF 群で上
昇する傾向がみられた。総コレステロール量とリン脂質においては、LF 群に対




 2 日間で排泄された糞量と糞中脂質量を Table 3-5 に示した。糞排泄量ならび
に糞中脂質として総脂質量、中性脂肪量、総コレステロール量、総胆汁酸量、全
てにおいて 3 群間で有意な差は認められなかった。  
 
DNA マイクロアレイによる肝臓の網羅的遺伝子発現解析 
 Table 3-6 に結果を示した。チップに搭載されている糖・脂質代謝関連の 321
遺伝子のうち 1.5 倍以上、0.5 倍以下の遺伝子発現について解析を行った。その
結果、HF 群の各遺伝子発現を 1 とした時に、1 遺伝子（Fabp5）の発現が 1.8 倍
上昇し、Ccl2（0.3 倍）、Cfd（0.4 倍）、Jun（0.5 倍）、Cdk1na（0.5 倍）の 4 遺
伝子の発現が抑制された。 
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Table 3-2. Effects of dietary polyphenols from A. arguta on body weight, food intake, 
organ weight, and abdominal adipose tissue weight. 
  LF HF HFS 
Initial body weight (g)   17.4 ± 0.8   17.2 ± 0.8    17.4 ± 0.6  
Final body weight (g)   30.4 ± 0.6 
b
  40.3 ± 1.4 
a
   37.3 ± 1.2 
a
 
Body weight gain (g)   13.0 ± 0.6 
b
  23.1 ± 0.8 
a
   19.9 ± 1.3 
a
 
Food intake (g) 356.2 ± 14.7 
b
 291.7 ± 7.8 
a
 285.4 ± 7.2 
a
 
Energy intake (kcal) 1478.4 ± 61.0  1648.1 ± 43.8  1612.5 ± 40.9  
Organ weight (g)    
Liver   1.03 ± 0.01 
b
  1.23 ± 0.05 
a
   1.08 ± 0.04 
b
 
 Kidney   0.40 ± 0.01 
b
  0.46 ± 0.01 
a
   0.43 ± 0.01 
ab
 
Abdominal adipose tissue (g)   1.06 ± 0.18 
b
  2.63 ± 0.18 
a
   2.28 ± 0.24 
a
 
  Perirenal fat   0.22 ± 0.04 
b
  0.59 ± 0.07 
a
   0.58 ± 0.06 
a
 
  Epididymal fat   0.63 ± 0.09 
b
  1.69 ± 0.11 
a
   1.44 ± 0.18 
a
 
Mesenteric fat  0.21 ± 0.06  0.36 ± 0.06   0.26 ± 0.03  
Each value is expressed as mean ± SEM (n=5-6). Values without a common letter differ 
significantly (p<0.05). 
 
Fig. 3-1. Changes in body weights during feeding periods. 
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Table 3-3. Effects of dietary polyphenols from A. arguta on serum lipids, glucose, 
insulin, and adipocytokines. 
  LF HF HFS 
Serum lipids    
Triglyceride (mg/dl)   62.0 ± 3.3   64.7 ± 2.1    55.4 ± 1.8 *  
Total cholesterol (mg/dl)   101.8 ± 3.2 
b
  123.8 ± 4.7 
a
   118.3 ± 5.5 
a
 
Phospholipid (mg/dl)   221.5 ± 6.1   237.1 ± 10.0    228.3 ± 10.5  
Free fatty acid (mEq/l)   1.22 ± 0.04 
a
  0.96 ± 0.03 
b
   0.75 ± 0.02 
c, 
* 
Glucose (mg/dl)   102.5 ± 7.1 
b
  141.7 ± 4.7 
a
   118.8 ± 8.4 
a, 
* 
Insulin (ng/ml)   0.16 ± 0.02   0.15 ± 0.01    0.21 ± 0.02 *  
Adipocytokines    
Leptin (ng/ml)   5.6 ± 1.0 
b
  19.4 ± 3.8 
a
   14.3 ± 1.9 
ab
 
Adiponectin (g/ml)   26.4 ± 0.3   25.2 ± 1.1    26.9 ± 0.8  
TNF-1 (pg/ml)   9.1 ± 2.4 
b
  21.4 ± 3.4 
a




TNF- ; tumor necrosis factor  
Each value is expressed as mean ± SEM (n=5-6). Values without a common letter differ 
significantly (p<0.05). *p<0.05, HFS vs. HF by Student’s t-test. 
 
 
Fig. 3-2. Effects of dietary polyphenols from A. arguta on serum lipids.  
Each value is expressed as mean ± SEM (n=5-6). Values without a common letter differ 
significantly (p<0.05). *p<0.05, HFS vs. HF by Student’s t-test. 
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Table 3-4. Effects of dietary polyphenols from A. arguta on liver lipids. 
  LF HF HFS 
Liver lipids (mg/g liver) 
Total lipid   73.6 ± 2.1  111.0 ± 22.0   95.4 ± 8.2 
Triglyceride    46.8 ± 4.9  61.9 ± 4.5   60.8 ± 5.6 
Total cholesterol   4.5 ± 1.7 
b
  7.0 ± 0.4 
ab
   7.6 ± 0.3 
a
 
Phospholipid   14.3 ± 0.9 
b
  19.0 ± 1.2 
a
   18.3 ± 1.4 
ab
 
Each value is expressed as mean ± SEM (n=5-6).  
Values without a common letter differ significantly (p<0.05). 
 
 
Table 3-5. Effects of dietary polyphenols from A. arguta on feces dry weight and feces 
lipids for 2days. 
  LF HF HFS 
Feces dry weight (g/2 d) 0.44 ± 0.02 0.41 ± 0.03 0.41 ± 0.04 
Feces excretion (mg/2 d)    
Total lipid  (mg/2 d) 22.9 ± 3.3 33.3 ± 3.0 34.6 ± 2.4 
Triglyceride  (mg/2 d) 4.9 ± 0.3 5.3 ± 0.6 4.9 ± 0.5 
Total cholesterol  (mg/2 d) 1.9 ± 0.3 2.7 ± 0.3 2.2 ± 0.2 
Total bile acid (mol/2 d) 0.34 ± 0.14 1.13 ± 0.28 1.45 ± 0.31 
Feces were collected for 2 days during experimental period.  
Each value is expressed as mean ± SEM (n=5-6).  
Values without a common letter differ significantly (p<0.05).  
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Table 3-6. Effects of dietary polyphenols from A. arguta on hepatic gene expression assayed by DNA microarray (n=3). 
 
Chips with 321 genes was used. 
 
 
Gene symbol fold  Description  pathway  
Fabp5  1.8  fatty acid binding protein 5-like 1  PPAR signaling pathway  
Ccl2  0.3  chemokine (C-C motif) ligand 12, MCP1  Cytokine-cytokine receptor interaction  
Cfd  0.4  complement factor D (adipsin)  Complement and coagulation cascades  
Jun  0.5  transcription factor AP-1  Regulation of cell cycle   









食餌誘導性肥満モデルマウスに AP を 3 カ月摂取させることにより体重増加が抑制








胞が肥大化すると、炎症性サイトカインである TNF-（Tumor necrosis factor-）、IL-6
（Interleukin-6）、MCP-1（Monocyte chemoattractant Protein 1）や血圧上昇酵素





















特化したフォーカスアレイを用いた。搭載された 321 遺伝子中、1.5 倍以上に発現し
たのは 1 遺伝子（Fabp5）のみで、0.5 倍以下は 4 遺伝子（Ccl2、Cfd、Jun、Cdkn1a）














また、炎症性サイトカインである Ccl2（Chemokine ligand 12, MCP-1）と Jun




の発現抑制が考えられた。Cdkn1a（Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A，p21）
もサルナシポリフェノールの摂取によって発現が抑制されていた。細胞増殖を抑制す
る腫瘍抑制遺伝子がインスリン抵抗性に関与しており、肥満モデルマウスの脂肪と肝
臓において、腫瘍抑制因子 p53 およびその下流の p21 が活性化されており、p21 をノ
ックアウトすると肥満やインスリン抵抗性が改善されるという報告がある 65, 66)。なぜ
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なら、SREBPs（Sterol Regulatory Element Binding Proteins）が p21 のプロモー
ター領域に結合し、脂肪酸合成やインスリン抵抗性、コレステロール合成に関わる標
的遺伝子を活性化するためである 67, 68)。よって、p21 の発現抑制は、SREBPs（特に
SREBP-1a）の活性化を抑制し、脂肪酸合成阻害やインスリン抵抗性の改善をもたら
しているものと考えられる。 
以上のことから、AP の摂取によって、FABP の発現が上昇し、FFA の細胞内への
取り込みが促進され、PPAR のリガンドとして作用し、脂肪酸消費、抗炎症作用、酸
化ストレス、細胞増殖のような標的遺伝子の発現が調節されたことが考慮される。さ
らに、炎症性サイトカインの MCP-1 と AP-1（Activator protein 1）の発現が抑制さ
れたことにより、その下流の TNF-の産生が抑制されたこと、また、脂肪酸合成やイ




















FABP の遺伝子発現が上昇したことから、AP が FFA の細胞内への取り込みを促進す
るとともに、FFA が PPAR のリガンドとして作用し、脂肪酸の酸化、抗炎症作用、
酸化ストレス、細胞増殖に関わる標的遺伝子の発現を制御している可能性が推察され
た。AP の摂取により、AP-1 と炎症性サイトカインの MCP-1 の遺伝子発現が抑制され
たことから、その下流の TNF-の産生が抑制されている可能性、また、脂肪酸合成や
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第 1 節 KK-Ay マウスにおけるサルナシポリフェノール画分の抗糖尿病作用
4.1.1. 方法 
1) 実験方法 
実験動物は、5 週齢の C57BL/6J 雄性マウス(日本クレア，東京，日本)と 2 型糖尿
病モデルマウスである KK-Ay 雄性マウス(日本クレア)を用いた。飼育条件は、室温 23 
± 1°C、湿度 55 ± 5%、12 時間の明暗サイクル（8:00-20:00）とし、プラスチックケ
ージで個別飼育した。予備飼育期間は市販固形飼料 CE-2（日本クレア）と水を自由
摂取させた。1 週間予備飼育後、KK-Ay マウスは平均体重および平均空腹時血糖値が
同等になるように 7 匹ずつ 2 群に分け、C57BL/6J マウス（7 匹）とともに、6 週間
（38 日間）本飼育を行った。飼育期間中は 1 週間ごとに体重、空腹時血糖値、随時血
糖値を、また 2 日間ごとに飼料摂取量と飲水量を測定した。飲料水および飼料は自由
摂取とした。実験開始時と終了時には尾静脈より採血しヘモグロビン A1c（HbA1c）の
測定を行った。飼育 3 週目（21 日目）と 5 週目（36 日目）に耐糖能試験（OGTT）
を行った。 
実験群は、正常（C57）群、対照（Con）群、サルナシポリフェノール粉末を 0.5%





 飼料組成を Table 4-1-1 に示した。実験飼料は AIN-93G に準じて作成した基準飼料
であり、AP 群は基本食に 0.5%のサルナシポリフェノール粉末を添加し、その量をコ
ーンスターチで補正した。  
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Table 4-1-1. Composition of the experimental diets (%). 
 C57 Con AP 
Casein 20.0 20.0 20.0 
Cornstarch 39.8 39.8 39.3 
-Cornstarch 13.2 13.2 13.2 
Sucrose 10.0 10.0 10.0 
Cellulose powder 5.0 5.0 5.0 
Soybean oil 7.0 7.0 7.0 
Mineral mixture (AIN-93G-MX)a 3.5 3.5 3.5 
Vitamin mixture (AIN-93-VX)b 1.0 1.0 1.0 
L-Cystine 0.3 0.3 0.3 
Choline bitartrate 0.2 0.2 0.2 
A. arguta polyphenol powder - - 0.5 
Total (%) 100.0 100.0 100.0 




飼育 3 週目（21 日目）と 5 週目（36 日目）には OGTT を行った。12 時間絶食後、
1 g / kg BW になるように調製したグルコース溶液 1 ml を経口投与し、投与前、投与
後 30、60、120 分ごとに尾静脈より採血し、グルテストセンダーを用いて血糖値を測















 4-2) 肝臓脂質 
   肝臓脂質の抽出は Folch らの方法 59)に従って行った。第 3 章 3-2) と同様の方
法で行った。 
 
 4-3) 肝臓糖・脂質代謝関連酵素活性 
  4-3-1）酵素源の調製 
肝臓0.3 gを氷冷下で0.25 M ショ糖と1 mM EDTAを含む10 mM トリス塩酸
緩衝液（pH7.2）3 mlでホモジナイズした。その後、500 × g、4℃で10 分間遠心
分離して核を沈殿させ、上清を得た。これをアシルCoA オキシダーゼ（ACO）













FAS活性はKelleyらの方法70)で分析した。最終濃度0.05 mM アセチルCoA、0.3 
mM NADPH および0.2 mM EDTA を含む100 mMリン酸カリウム緩衝液
（pH7.0）に9000 × g 上清画分を添加し、NADPH の減尐を30℃、340 nm で








CoA、10.6 mM フェノール、0.82 mM 4-アミノアンチピリン、10 M FAD、4 U
ペルオキシダーゼ（ホースラディッシュ）および0.2 mg ウシアルブミン（フラク
ションV、脂肪酸フリー）を含む50 mM リン酸カリウム緩衝液（pH7.4）に500 × 






  GK 活性は Davidson らの方法 72)で分析した。50 mM HEPES バッファー （pH 
7.4、100 mM 塩化カリウム、7.5 mM 塩化マグネシウム、2.5 mM ジチオエリト
リトールを含む）300 l、10 mg/ml BSA 100 l、0.5 mM または 100 mM グル
コース 100 l、4 U/ml G6PD (Leuconostoc mesenteroides) 100 l、0.5 mM NAD
＋100 l、9000 × g 上清画分 200 l を加え、最後に 5 mM ATP 100 l を添加し
て反応を開始した。27℃、340 nm で 5 分間吸光度の変化を追跡した。なお、へ
キソキナーゼ活性を考慮して 100 mM グルコース添加時の吸光度変化値から 0.5 
mM グルコース添加時の吸光度変化値を差し引き、G6PD による共役反応によっ
て生成する NADH の生成量を求めた（NADH の分子吸光係数 6,300）。 
   
4-3-6）グルコース 6-ホスファターゼ（G6Pase）活性 
G6Pase 活性は Lange らの方法 73)に従った。試験管に蒸留水 1 ml、10 mM G6P 
50 l、9000 × g 上清画分 10 lを加えて 37℃、20分間インキュベートし、270 mM
硫酸 (3.7 mM モリブデン酸アンモニウム、240 mM ドデシル硫酸ナトリウム 
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(SDS) 含) 220 l を加えて反応を停止した。次いで 1.2 M アスコルビン酸 50 l
加えて室温 30 分放置後吸光度 (820 nm) を測定した。検量線の作成には、0.1、




を行った後に Tukey-Kramer test にて多重比較検定を行った。p<0.05 を統計学
的に有意とし、アルファベットの異なる群間において有意差ありとした。Con 群






 結果を Table 4-1-2 に示した。初体重、最終体重、体重増加量ともに C57 群に対し
て Con、AP 群で有意に高値を示したが、Con 群に対して AP 群に有意差は認められ
なかった。摂取量においては、3 群間に有意差は認められなかった。飲水量について
は、C57 群に対して Con、AP 群で有意に高値を示したが、Con 群に対して AP 群に
有意差は認められなかった。 
 肝臓、腎臓重量ともに C57 群に対して Con、AP 群で有意に高値を示したが、Con
群に対して AP 群に有意差は認められなかった。膵臓重量は 3 群間に有意差は認めら
れなかったが、C57＜Con＜AP 群の順に重量が増加する傾向がみられた。内臓総白色
脂肪は、腎周囲脂肪、精巣周囲脂肪、腸間膜脂肪の重量を各々測定し合計した。その




 Fig. 4-1-1 に結果を示した。実験期間中は 1 週間に 1 回、随時血糖値（A）、空腹時
血糖値（B）の測定を行った。C57 群に対して Con、AP 群でともに有意に高値を示
した。HbA1c（C）においては実験開始前である 0 週目では、3 群間に有意差は認めら
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れなかったが、実験終了時である 6 週目では C57 群に対して Con、AP 群で有意に上




 3 週目と 5 週目に行った OGTT の結果とその血糖値曲線下面積（AUC）、5 週目に
行った OGTT の際のグルコース投与 0、30、60 分後の血清インスリン値の結果を Fig. 
4-1-2 に示した。3 週目に行った OGTT の結果、C57 群に対して Con、AP 群でグル
コース投与後の血糖値が有意に上昇した（A）。AUC については C57 群に対して Con
群で有意に上昇したが、Con 群に対して AP 群では有意な差は認められなかった（C）。
5 週目に行った OGTT の結果、C57 群に対して Con 群でグルコース投与後の血糖値
が有意に上昇し、Con 群に対して AP 群では、投与後 30、60 分の血糖値の上昇が有
意に抑制された（B）。AUC については C57 群に対して Con 群で有意に上昇し、Con
群に対して AP 群では有意に低値を示した（D）。インスリン値は、C57 群に対して




血清脂質、血糖値、インスリン、アディポサイトカインの結果を Table 4-1-3 に示
した。血中中性脂肪（トリグリセライド）値は C57 群に対して Con 群で有意に上昇
し、Con 群に対して AP 群では有意に低下した。総コレステロール値においては、C57
群に対して Con 群で有意に上昇し、Con 群と AP 群では有意な差が認められなかった。
HDL コレステロールと LDL コレステロール値においては、いずれも 3 群間に有意な
差は認められなかった。また、算出したアテローム指数については、C57 群に対して
Con 群で有意に高値を示し、Con 群に対して AP 群で低値を示す傾向がみられた。リ
ン脂質値は 3 群間で有意差は認められなかった。遊離脂肪酸においては、C57 群に対
して Con 群で有意に上昇し、Con 群に対して AP 群で有意に低下した。 
血糖値は、C57 群に対し Con 群で有意に上昇し、Con 群に対して AP 群で、その上
昇が抑制される傾向がみられた。インスリン値については、C57 群に対し Con 群で有
意に上昇し、Con 群と AP 群に有意な差は認められなかった。 
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アディポサイトカインであるレプチン、アディポネクチン、高分子量アディポネク
チン、TNF-の結果は以下のとおりであった。レプチンは、C57 群に対し Con 群で
有意に上昇し、Con 群に対して AP 群では低下する傾向がみられた。アディポネクチ
ンは、C57 群に対して Con、AP 群で有意に減尐した。高分子量アディポネクチンは
Con 群と比べて AP 群で上昇する傾向にあった（0.05<p<0.1）。TNF-については 3




 肝臓 1 g あたりの脂質量を Table 4-1-4 に示した。総脂質量、中性脂肪量、総コレ
ステロール量、リン脂質量ともに C57 群に対して Con 群で有意に上昇した。総コレ
ステロール量においては、Con 群に対して AP 群でその上昇が有意に抑制された。 
 
肝臓中の糖・脂質代謝関連酵素 
 結果を Table 4-1-5 に示した。糖新生の律速酵素であるグルコース 6-ホスファター
ゼ（G6Pase）活性は、C57 群に対して Con 群で有意に低下し、Con 群に対して AP
群でも有意に低下した。 解糖系の律速酵素であるグルコキナーゼ（GK）活性は、C57
群に対して Con 群で有意に上昇し、Con 群に対して AP 群で有意に低下した。脂肪酸
合成酵素（FAS）活性は、C57 群に対して Con 群で有意に上昇し、Con 群に対して
AP 群で低下する傾向にあった（0.05<p<0.1）。酸化酵素であるアシル CoA オキシダ










Fig. 4-1-1. Effects of AP on the blood glucose level (A), fasting blood glucose level (B), and 
HbA1c (C) on experimental term in KK-A
y 
mice. 
Each value is expressed as mean ± SEM (n=7). Values without a common letter differ 
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Fig. 4-1-2.  Effects of AP on the blood glucose  
level during OGTT in KK-A
y 







C: AUC of OGTT (3
rd
 week) 
D: AUC of OGTT (5
th
 week) 
E: serum insulin level during OGTT (5
th
 week) 
OGTT was carried out on 3
rd
 week and 5tht week of the feeding period. All mice fasted for 
12 h before OGTT. The blood glucose level was determined using blood collected from 
the tail vein at 0, 30, 60, and 120 min after the oral administration of glucose (1 g/kg body 
weight). Each value is expressed as mean ± SEM (n=7). Values without a common letter 
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    KK-Ay 
  C57 Con AP 
Initial body weight (g)   21.4 ± 0.2 
b
  32.2 ± 1.0 
a
   31.8 ± 0.6 
a
 
Final body weight (g)  25.2 ± 0.3 
b
  40.7 ± 1.1 
a
   39.2 ± 1.0 
a
 
Body weight gain (g)   3.8 ± 0.3 
b
  8.2 ± 0.2 
a
   7.4 ± 0.5 
a
 
Food intake (g) 154.3 ± 3.1  188.0 ± 15.8  188.1 ± 11.4  
Water intake (g)  343.8 ± 24.8 
b
 861.7 ± 47.4 
a
  811.4 ± 27.4 
a
 
Organ weight (g)    
Liver   0.96 ± 0.03 
b
  1.72 ± 0.06 
a
   1.63 ± 0.03 
a
 
 Kidney   0.37 ± 0.01 
b
  0.58 ± 0.02 
a
   0.55 ± 0.04 
a
 
 Pancreas   0.17 ± 0.03   0.20 ± 0.02    0.24 ± 0.02  
Abdominal adipose tissue (g)   0.63 ± 0.04 
b
  2.89 ± 0.24 
a
   2.76 ± 0.11 
a
 
  Perirenal fat   0.11 ± 0.01 
b
  0.62 ± 0.10 
a
   0.588 ± 0.07 
a
 
  Epididymal fat   0.42 ± 0.04 
b
  1.46 ± 0.11 
a
   1.42 ± 0.10 
a
 
Mesenteric fat   0.11 ± 0.02 
b
  0.81 ± 0.07 
a
   0.76 ± 0.03 
a
 
Each value is expressed as mean ± SEM (n=7).  
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    KK-Ay 
  C57 Con AP 
Triglyceride (mg/dl)   67.0 ± 9.0 
b
  182.7 ± 25.2 
a
   127.3 ± 14.2 
ab, #
  
Total cholesterol (mg/dl)   122.4 ± 1.9 
b
  163.5 ± 10.8 
a
   150.4 ± 8.3 
a
 
HDL cholesterol (mg/dl)   79.8 ± 2.9   88.6 ± 6.9   88.7 ± 6.8 
LDL cholesterol (mg/dl)
1
   29.3 ± 2.4  31.3 ± 4.4   32.1 ± 1.0 
Atherogenic index
2
   0.54 ± 0.04 
b
  0.76 ± 0.04 
a
   0.69 ± 0.05 
ab
 
Phospholipid (mg/dl)   224.6 ± 4.4   232.0 ± 22.0    203.5 ± 15.4  
Free fatty acid (mEq/l)   1.00 ± 0.09 
b
  1.59 ± 0.19 
a
   1.11 ± 0.06 
b, 
* 
Glucose (mg/dl)   146.3 ± 2.3 
b
  235.8 ± 25.0 
a
   196.5 ± 28.4 
ab
 
Insulin (ng/ml)   0.54 ± 0.14 
b
  3.64 ± 0.56 
a
   3.75 ± 0.80 
a
  
Leptin (ng/ml)   15.6 ± 1.5 
b
  2204.0 ± 354.0 
a
   1395.3 ± 300.5 
a
 
Adiponectin (g/ml)   14.6 ± 0.57 
b
  9.6 ± 0.51 
a
   8.2 ± 1.1 
a
 
HMW adiponectin (g/ml)   1.6 ± 0.1 
b
  1.7 ± 0.2 
ab
   2.2 ± 0.2 
a, #
 
TNF- (pg/ml)   14.2 ± 2.0   17.2 ± 3.0   15.2 ± 2.5 
1
LDL cholesterol=Total cholesterol – HDL cholesterol - triglyceride/5 
2
 Atherogenic index =(total cholesterol - HDL cholesterol)/ HDL cholesterol 
Each value is expressed as mean ± SEM (n=7).  
Values without a common letter differ significantly (p<0.05). 
*p<0.05, Con vs AP by Student’s t-test. 
#
0.05<p<0.1, Con vs AP by Student’s t-test. 
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Table 4-1-4. Effects of AP on liver lipids in KK-A
y
 mice. 
    KK-Ay 
  C57 Con AP 
Liver lipids (mg/g liver) 
Total lipid 40.5 ± 1.4 
b
 57.8 ± 5.9 
ab
  58.8 ± 5.3 
a
 
Triglyceride  12.7 ± 1.0 
b
 24.4 ± 5.0 
a
  20.4 ± 3.7 
ab
 
Total cholesterol   3.5 ± 0.2 
c
  6.2 ± 0.5 
a
   4.9 ± 0.3 
b,
* 
Phospholipid   12.8 ± 0.4 
b
  16.1 ± 1.1 
a
   15.9 ± 1.0 
ab
 
Each value is expressed as mean ± SEM (n=7).  
Values without a common letter differ significantly (p<0.05). 
*p<0.05, Con vs AP by Student’s t-test. 
 
 
Fig. 4-1-3. Effects of AP on liver lipids in KK-A
y
 mice.  
Each value is expressed as mean ± SEM (n=7). Values without a common letter differ 
significantly (p<0.05). *p<0.05, Con vs AP by Student’s t-test. 
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Table 4-1-5. Effects of AP on hepatic enzyme activities in KK-A
y
 mice. 
    KK-Ay 
  C57 Con AP 
Hepatic enzyme activities  (nmol/min/mg protein)  
G6Pase 
1
  280.9 ± 28.3 
a
 116.4 ± 8.0 
b





  0.37 ± 0.07 
b
   1.09 ± 0.12 
a





   3.33 ± 0.69 
b
   6.22 ± 0.34 
a





  2.02 ± 0.35 
b
    2.51 ± 0.45 
ab
 3.74 ± 0.50 
a#
 
Each value is expressed as mean ± SEM (n=7).  
Values without a common letter differ significantly (p<0.05). 
*p<0.05, Con vs AP by Student’s t-test. 
#
0.05<p<0.1, Con vs AP by Student’s t-test. 
1
Fatty acid synthase (FAS), glucose 6-phosphatase (G6Pase) and glucokinase (GK) activities 
were measured with the 9,000 × g supernatant of liver homogenate. 
2
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第 2 節 KK-Ay マウスにおけるイソケルシトリンの抗糖尿病作用 
4.2.1. 方法 
1) 実験方法 
実験動物は、6 週齢の C57BL/6J 雄性マウス(日本クレア，東京，日本)と 2 型糖尿
病モデルマウスである KK-Ay 雄性マウス(日本クレア)を用いた。飼育条件は、室温 23 
± 1°C、湿度 55 ± 5%、12 時間の明暗サイクル（8:00-20:00）とし、ワイヤーケージ
で個別飼育した。予備飼育期間は市販固形飼料 CE-2（日本クレア）と水を自由摂取
させた。1 週間予備飼育後、KK-Ay マウスは平均体重および平均空腹時血糖値が同等
になるように 7-8 匹ずつ 3 群に分け、C57BL/6J マウス（6 匹）はそのまま、4 週間（30
日間）本飼育を行った。飼育期間中は 1 週間ごとに体重、空腹時血糖値、随時血糖値
を、2 日間ごとに飼料摂取量と飲水量を測定した。飲料水および飼料は自由摂取とし
た。実験開始時と終了時には尾静脈より採血し HbA1c の測定を行った。飼育 3 週目（18
日目）と 4 週目（25 日目）に耐糖能試験（OGTT）を行った。 
実験群は、正常（C57）（基本飼料）群、対照（Con）（基本飼料）群、イソケルシ
トリン 0.15%添加基本飼料を給与する群（Q3G 群）、ケルセチン 0.11%添加基本飼料





 飼料組成を Table 4-2-1 に示した。実験飼料は AIN-93G に準じて作成した基本飼料
であり、Q3G 群は基本食に 0.15%のイソケルシトリンを添加し、Que 群は基本食に
0.11%のケルセチン（2 水和物）を添加した。イソケルシトリンとケルセチンは、ケ
ルセチン（MW 302）が 0.10%含まれる場合の分子量に合わせて混餌した。 
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Table 4-2-1.  Composition of the experimental diets (%) 
 C57 Con Q3G Que 
Casein 20.0 20.0 20.0 20.0 
Cornstarch 39.8 39.8 39.65 39.69 
-Cornstarch 13.2 13.2 13.2 13.2 
Sucrose 10.0 10.0 10.0 10.0 
Cellulose powder 5.0 5.0 5.0 5.0 
Soybean oil 7.0 7.0 7.0 7.0 
Mineral mixture (AIN-93G-MX)a 3.5 3.5 3.5 3.5 
Vitamin mixture (AIN-93-VX)b 1.0 1.0 1.0 1.0 
L-Cystine 0.3 0.3 0.3 0.3 
Choline bitartrate 0.2 0.2 0.2 0.2 
isoquercitrin  
(Quercetin 3-O-glucoside) 
- - 0.15 - 
Quercetin - - - 0.11 
Total (%) 100.0 100.0 100.0 100.0 




飼育 4 週目（25 日目）には OGTT を行った。12 時間絶食後、1 g / kg BW になるよ
うに調製したグルコース溶液 1 ml を経口投与し、投与前、投与後 30、60、120 分ごと
に尾静脈より採血し、グルテストセンダーを用いて血糖値を測定した。また、投与前、





 4-1) 血液 
血液は遠心分離（3000rpm、4℃、15 分）により血清を得て、分析まで-80℃








 4-2) 肝臓脂質 
   肝臓脂質の抽出は Folch らの方法 59)に従って行った。肝臓 0.5 g にメタノール
2.5 ml を加えホモジナイズし、クロロホルム 5 ml を加え、再度ホモジナイズした。
その後、ホモジネートを濾紙（TOYO No.2）で濾過し、残渣を共栓付試験管に再
び戻した後クロロホルム：メタノール＝2：1 混液を 7.5 ml 加え、振とう抽出し
た。再び濾過し、得られた濾液に 1/4 容の 0.88%塩化カリウム溶液を加え、振と
う抽出し、上層と下層に分離した後、下層（クロロホルム層）を採取した。下層
はクロロホルムで 10 ml に定容し、このうちの 5 ml を採取し、ドラフト内で蒸発
乾固させ、一晩真空下で乾燥後、総脂質重量の測定を行った。得られた脂質はイ




 4-3) 糞脂質 
凍結乾燥し粉砕した糞 0.1 g にエタノール 2 ml を加え、80℃で煮沸抽出した。
3000rpm、4℃、10 分間遠心分離して上清を得た。沈殿物には再度エタノール 2 ml
を加え、振とう抽出し、遠心分離により上清を得た。この操作をもう一度繰り返
し、得られた上清は合わせて 10 ml に定容し、その一部である 5.0 ml を採取し、
エバポレーターを用いて減圧下で蒸発乾固させた。その後一晩真空下で乾燥させ、
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4-4) 肝臓糖・脂質代謝関連酵素活性 
4-4-1）酵素源の調製 


















CPT II活性はMarkwellらの方法74)で分析した。最終濃度0.25 mM DTNB、1.25 






量を求めた（CoA とDTNB から生じる黄色色素TNB のモル吸光係数13,600）。 
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4-4-4）脂肪酸合成酵素（FAS）活性 
FAS活性はKelleyらの方法70)で分析した。最終濃度0.05 mM アセチルCoA、0.3 
mM NADPH および0.2 mM EDTA を含む100 mMリン酸カリウム緩衝液






 4-4-5）グルコース 6-ホスファターゼ（G6Pase）活性 
G6Pase 活性は Lange らの方法 73)に従った。試験管に蒸留水 1 ml、10 mM G6P 
50 l、9000 × g 上清画分 10 lを加えて 37℃、20分間インキュベートし、270 mM
硫酸 (3.7 mM モリブデン酸アンモニウム、240 mM ドデシル硫酸ナトリウム 
(SDS) 含) 220 l で反応を停止した。次いで 1.2 M アスコルビン酸 50 l 加えて
室温 30 分放置後吸光度 (820 nm) を測定した。検量線の作成には、0.1、1、3、
5、10 M のリン酸を用いた。 
 
 4-5）肝臓の遺伝子発現 
   肝臓は解剖時に摘出後約 30 mg を切り分け、直ちに RNAlater（Ambion、Austin, 
USA）に浸漬し 4℃で一晩放置した。その後、分析まで-20℃で保存した。 
   総 RNA は、 Absolutely RNA Miniprep Kit （ Stratagene An Agilent 
Technologies Division, Santa Clara, USA）を用いて抽出した。1g の総 RNA よ
り AffinityScript QPCR cDNA Synthesis Kit （ Stratagene An Agilent 
Technologies Division, Santa Clara, USA）を用いて cDNA の合成を行った後、
Brilliant III Ultra-Fast SYBR Green QPCR Master Mix Kit（Stratagene An 
Agilent Technologies Division, Santa Clara, USA）を用いて、 Mx3000P 
Real-Time QPCR System（Stratagene An Agilent Technologies Division, Santa 
Clara, USA）による測定を行った。反応条件は、Step 1；95℃ 3 min、Step 2；
（95℃ 10 s および 60℃ 20 s）× 40 cycles で行った。ハウスキーピング遺伝子
である GAPDH を用い、データの補正を行った。測定に用いた遺伝子のプライマ
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ー配列は Table 4-2-2 に示した。プライマーはタカラバイオ株式会社（滋賀、日本）
から購入した。 
 
Table 4-2-2. Sequence of primers used for real-time quantitative PCR 
Name  Sequence Accession 
GAPDH Forward TGTGTCCGTCGTGGATCTGA NM_008084.2 
 Reverse TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG  
SREBP-1c Forward GGGACAGCTTAGCCTCTACACCAA NM_011480.3 
 Reverse GACTGGTACGGGCCACAAGAA  
SREBP-2 Forward CCCACTCAGAACACCAAGCAT NM_033218.1 
 Reverse TGGCAGTAGCTCGCTCTCGT  
PPAR Forward ACTGTCCTTGGTGCCATCCTC NM_011144.6 
 Reverse GCCCTGTATCCACAACAAGCTG  
PPAR Forward TGTCGGTTTCAGAAGTGCCTTG NM_011146.3 
 Reverse TTCAGCTGGTCGATATCACTGGAG  
HMG-CoA 
reductase 
Forward CTCGTTAGCACTGGTCCAGGAA NM_008255.2 





を行った後に Tukey-Kramer test にて多重比較検定を行った。p<0.05 を統計学
的に有意とし、アルファベットの異なる群間において有意差ありとした。Con 群
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4.2.2. 結果
体重、摂取量、飲水量、臓器重量、内臓総白色脂肪量 
 結果を Table 4-2-3 に示した。初体重、最終体重、体重増加量、摂取量、飲水量、
肝臓重量、腎臓重量、内臓白色脂肪重量ともに C57 群に対して Con 群で有意に上昇
したが、Con 群に対して Q3G、Que 群に有意差は認められなかった。 
 
耐糖能試験（OGTT） 
 3 週目と 4 週目に行った OGTT の結果とその血糖値曲線下面積（AUC）、4 週目に
行った OGTT の際のグルコース投与 0、30、60 分後の血清インスリン値の結果を Fig. 
4-2-1 に示した。3 週目に行った OGTT の結果、C57 群に対して Con、Q3G、Que 群
でグルコース投与後の血糖値が有意に上昇し、投与 60 分後では Con 群に対して Q3G
群でその上昇が有意に抑制された（A）。AUC については C57 群に対して Con 群で有
意に上昇し、Con 群に対して Q3G 群では有意に低値を示し、Que 群では有意差は認
められなかった（C）。4 週目に行った OGTT の結果、C57 群に対して Con 群でグル
コース投与後の血糖値が有意に上昇し、Con 群に対して Q3G、Que 群では、有意な
差は認められなかった（B）。AUCについてはC57群に対してCon群で有意に上昇し、
Con 群に対して Q3G 群では低値を示す傾向がみられた（D）。インスリン値は、C57




結果を Table 4-2-4 に示した。血中中性脂肪値、総コレステロール、遊離脂肪酸値




血糖値は、Con 群に対して Q3G 群で、上昇が抑制される傾向がみられた。HbA1c
においては、C57 群に対して Con 群で有意に上昇し、Con 群に対して Q3G、Que 群
で有意に抑制される傾向にあった（0.05<p<0.1）。インスリン値については、C57 群
に対し Con 群で有意に上昇し、Con 群に対して Que 群で低値を示し傾向がみられた。 
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アディポサイトカインであるレプチン、アディポネクチン、高分子量アディポネク




 肝臓 1 g あたりの脂質量を Table 4-2-5 に示し、Fig. 4-2-2 に図示した。総脂質量、
中性脂肪量、総コレステロール量、リン脂質量ともに Con 群に対して Q3G 群で有意




 2 日間で排泄された糞量と糞中脂質量を Table 4-2-6 に示した。糞排泄量において、
C57 群に対して Con 群で有意に増加したが、Con 群に対して Q3G、Que 群に有意な
差は認められなかった。糞中脂質排泄量において、総脂質量、中性脂肪量、総コレス
テロール量、胆汁酸量はいずれも C57 群に対して Con 群で有意に増加した。Con 群
に対して、Q3G 群では増加する傾向にあったが、Que 群では減尐する傾向にあった。 
 
肝臓中の糖・脂質代謝関連酵素 
 結果を Table 4-2-7 に示した。糖新生の律速酵素であるグルコース 6-ホスファター
ゼ（G6Pase）活性は、Con 群に対して Q3G、Que 群で有意な差は認められなかった。





 Fig. 4-2-3 に結果を示した。Con 群を 1 とした時の相対値で示した。脂質代謝を調
節する転写因子である SREBP（Sterol Regulatory Element-binding Protein）と転
写因子で核内受容体である PPAR（Peroxisome proliferator-activated receptor）と
コレステロール代謝関連酵素である HMG-CoA 還元酵素の遺伝子発現解析を行った。
Con 群と比較して Q3G 群では PPARの発現が有意に上昇した。Que 群においては、
  66 
SREBP-1c の発現が有意に減尐し、PPARの発現が有意に上昇した。PPARの発現
は Q3G、Que 群ともに発現が有意に抑制された。SREBP-2 と HMG-CoA 還元酵素に
関しては、Q3G、Que 両群で Con 群に対して有意な差が認められなかった。 
 






















































































































































Fig. 4-2-1.  Effects of isoquercitrin and  
quercetin on the blood glucose level  
during OGTT in KK-A
y 
mice.    
A: Blood glucose level (3
rd
 week) 
B: Blood glucose level (4
th
 week) 
C: AUC of OGTT (3
rd
 week) 
D: AUC of OGTT (4
th
 week) 
E: Serum insulin level during OGTT (4
th
 week) 
OGTT was carried out on 3
rd
 week and 4
th
 week of the feeding period. All mice fasted for 
12 h before OGTT. The blood glucose level was determined using blood collected from 
the tail vein at 0, 30, 60, and 120 min after the oral administration of glucose (1 g/kg body 
weight). Each value is expressed as mean ± SEM (n=7-8). Values without a common letter 
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    KK-Ay 
  C57 Con Q3G Que 
Initial body weight (g)   19.3 ± 0.2 
b
  28.9 ± 0.4 
a
  29.1 ± 0.5 
a
   29.6 ± 0.5 
a
 
Final body weight (g)  23.7 ± 0.2 
b
  36.6 ± 0.5 
a
  37.7 ± 1.1 
a
   39.2 ± 1.1 
a
 
Body weight gain (g)   4.4 ± 0.3 
b
  7.7 ± 0.4 
a
  8.5 ± 0.7 
a
   9.6 ± 0.7 
a
 
Food intake (g)  133.4 ± 1.1 
b
  187.0 ± 2.4 
a
  190.3 ± 3.5 
a
   186.7 ± 3.8 
a
 
Water intake (g)  98.8 ± 5.6 
b
 522.7 ± 30.6 
a
 498.2 ± 31.9 
a
  436.8 ± 36.9 
a
 
Organ weight (g)     
Liver   0.86 ± 0.02 
b
  1.44 ± 0.04 
a
  1.45 ± 0.05 
a
   1.60 ± 0.07 
a
 
 Kidney   0.28 ± 0.02 
b
  0.49 ± 0.01 
a
  0.55 ± 0.02 
a
   0.53 ± 0.04 
a
 
Abdominal adipose tissue (g)   0.69 ± 0.04 
b
  2.50 ± 0.08 
a
  2.40 ± 0.17 
a
   2.50 ± 0.16 
a
 
  Perirenal fat   0.10 ± 0.01 
b
  0.27 ± 0.04 
a
  0.31 ± 0.03 
a
   0.26 ± 0.04 
a
 
  Epididymal fat   0.44± 0.03 
b
  1.48 ± 0.05 
a
  1.44 ± 0.10 
a
   1.46 ± 0.10 
a
 
Mesenteric fat   0.15 ± 0.01 
b
  0.75 ± 0.05 
a
  0.65 ± 0.07 
a
   0.78 ± 0.06 
a
 
Each value is expressed as mean ± SEM (n=7-8).   
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Table 4-2-4. Effects of isoquercitrin and quercetin on serum lipids, glucose, HbA1c, insulin, and adipocytokines levels in KK-A
y
 mice. 
     KK-Ay 
  C57 Con Q3G Que 
Triglyceride (mg/dl)   60.5 ± 5.6 
b
  123.0 ± 15.1 
a
  104.0 ± 14.3 
ab
   136.0 ± 14.4 
a
  
Total cholesterol (mg/dl)   131.5 ± 4.0  142.1 ± 7.4  126.4 ± 12.8   148.3 ± 11.3 
HDL cholesterol (mg/dl)   97.8 ± 3.4   97.2 ± 9.0  87.8 ± 13.3   103.1 ± 10.1 
LDL cholesterol (mg/dl)
1
   21.6 ± 1.0  23.7 ± 6.2  21.1 ± 4.1   18.0 ± 5.0 
Atherogenic index
2
   0.35 ± 0.02  0.50 ± 0.08  0.53 ± 0.10   0.47 ± 0.07 
Phospholipid (mg/dl)   239.4 ± 4.3   201.3 ± 16.7   201.8 ± 22.1    237.9 ± 22.9  
Free fatty acid (mEq/l)   2.80 ± 0.16 
b
  4.02 ± 0.24 
ab
  3.69 ± 0.43 
ab
   4.48 ± 0.38 
a 
 
Glucose (mg/dl)   288.3 ± 45.4 
ab
  174.6 ± 2.9 
ab
  154.0 ± 8.9 
a
   202.1 ± 11.4 
b
 
HbA1c (%)   5.0 ± 0.4 
b
  7.9 ± 0.4 
a
  7.0 ± 0.3 
a, #
   7.0 ± 0.3 
a, #
 
Insulin (ng/ml)   0.49 ± 0.11 
b
  4.29 ± 1.01 
a
  4.13 ± 0.78 
a
   3.41 ± 0.64 
ab
  
Leptin (ng/ml)   3.7 ± 0.4 
b
  198.9 ± 46.9 
a
  200.3 ± 63.8 
a
   329.8 ± 82.9 
a
 
Adiponectin (g/ml)   28.0 ± 1.6 
a
  9.9 ± 0.6 
b
  8.4 ± 0.2 
b
   8.9 ± 0.4 
b
 
HMW adiponectin (g/ml)   0.72 ± 0.21   0.81 ± 0.22  0.99 ± 0.11   2.14 ± 0.70 
TNF- (pg/ml)   27.3 ± 14.4   50.7 ± 14.8  50.7 ± 8.7   29.3 ± 7.6 
1LDL cholesterol=Total cholesterol – HDL cholesterol - triglyceride/5 2Atherogenic index =(total cholesterol - HDL cholesterol) / HDL cholesterol 
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Table 4-2-5. Effects of isoquercitrin and quercetin on liver lipids in KK-A
y
 mice. 
     KK-Ay 
  C57 Con Q3G Que 
Liver lipids (mg/g liver) 
Total lipid 52.2 ± 3.5 
b
 60.9 ± 3.7 
ab
  47.9 ± 2.5 
b,
*  69.8 ± 6.0 
a
 
Triglyceride  16.6 ± 1.6
 ab
 16.3 ± 1.4 
ab
  11.4 ± 1.2 
b,
*  22.0 ± 2.9 
a
 
Total cholesterol   0.51 ± 0.08 
b
  3.7 ± 0.2 
a
   1.7 ± 0.1 
c,
*   2.4 ± 0.3 
c,
* 
Phospholipid   5.7 ± 0.5 
bc
  6.9 ± 0.2 
ab
   5.7 ± 0.2 
c,
*   7.2 ± 0.4 
a,
* 
Each value is expressed as mean ± SEM (n=7-8).  




Fig. 4-2-2. Liver lipids  
Each value is expressed as mean ± SEM (n=7-8). Values 
without a common letter differ significantly (p<0.05). 
*p<0.05, Con vs Q3G, Que by Student’s t-test. 
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Table 4-2-6. Effects of isoquercitrin and quercetin on fecal excretion of lipids for 2days in KK-A
y
 mice. 
     KK-Ay 
  C57 Con Q3G Que 
Feces dry weight (g/2 d) 0.58 ± 0.02 
b
 1.00 ± 0.04 
a
 1.04 ± 0.04 
a
 1.01 ± 0.05 
a
 
Feces excretion (mg/2 d)     
Total lipid  (mg/2 d) 14.7 ± 0.9 
b
 42.6 ± 3.9 
a
 53.3 ± 8.5 
a
 41.0 ± 8.6 
ab
 
Triglyceride  (mg/2 d) 1.03 ± 0.18 
b
 3.02 ± 0.54 
ab
 3.76 ± 1.13 
a
 1.50 ± 0.37 
ab,
* 
Total cholesterol  (mg/2 d) 2.33 ± 0.21 
c
 4.47 ± 0.30 
ab
 5.62 ± 0.88 
a
 3.26 ± 0.35 
bc,
* 
Total bile acid (mol/2 d) 1.83 ± 0.08 
b
 4.41 ± 0.31 
a
 5.41 ± 0.54 
a
 2.84 ± 0.37 
b,
* 
Feces were collected for 2 days. 
Each value is expressed as mean ± SEM (n=7-8).  
Values without a common letter differ significantly (p<0.05).   
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Table 4-2-7. Effects of isoquercitrin and quercetin on hepatic enzyme activities in KK-A
y
 mice. 
    KK-Ay 
  C57 Con Q3G Que 
Hepatic enzyme activities  (nmol/min/mg protein)   
G6Pase
1
 29.8 ± 8.85 
a
 8.60 ± 0.84 
b
 8.41 ± 0.29 
b





 1.27 ± 0.32 
ab
 1.08 ± 0.18 
a
 0.21 ± 0.02 
b,





 9.97 ± 0.84 8.97 ± 0.62 10.1 ± 0.69 
#
 11.4 ± 1.09 * 
Each value is expressed as mean ± SEM (n=7).  
Values without a common letter differ significantly (p<0.05). 
*p<0.05, Con vs Q3G or Que by Student’s t-test. 
#
0.05<p<0.1, Con vs Q3G or Que by Student’s t-test. 
 
1












  73 
 
 
Fig. 4-2-3. Relative hepatic mRNA expression levels of several transcritption factors.  
 
These mRNA normalized to Gapdh mRNA levels were determined by real-time PCR. 
Each value is expressed as mean ± SEM (n=4).  
Values without a common letter differ significantly (p<0.05).  











































































































































 KK-Ay マウスは、KK マウスに致死・黄色毛色・肥満などを多面発現する遺伝子 Ay
が導入され、KK マウスより早期（7-8 週齢）かつ重度に肥満・高血糖を発現する 2
型糖尿病モデルマウスである。また、初めは C57BL/6J に Ay 遺伝子を導入した
C57BL/6J-Ay と KK マウスを亣配させ、KK-Ay マウスを作製したことから、KK-Ay
マウスの正常対照として C57BL/6J マウスを用いることが多い。肥満だけでなく、あ
る時期尿糖陽性、高血糖、常に低耐糖能、高インスリン血症、膵ランゲルハンス島肥
大などの症状を示すが、ob/ob や db/db マウスに比べると軽度である 75, 76)。 






った OGTT では有意差は認められなかったため、AP のより長期的な摂取によって、

























解析を行った。その結果、飼育 3 週目に行った OGTT では、イソケルシトリン（Q3G）
の摂取で、グルコース負荷後の血糖値上昇が有意に抑制され、AUC も低下した。しか

























イソケルシトリンは FAS 活性を低下させ、酸化酵素である CPT 活性を上昇させた
ことから、肝臓での脂質代謝を活性化し、脂質蓄積を抑制したことが考えらえる。ケ
ルセチンでは CPT のみに活性上昇がみられた。 
また、肝臓中の脂質低下やインスリン抵抗性の改善には、PPAR（Peroxisome 
Proliferator-Activated Receptor ）が関与することが示唆された。PPARは FABP
（Fatty Acid Binding Proteins）、FATP（Fatty Acid Transport Proteins）などの脂



























脂質代謝を調節する膜結合型転写因子である SREBP（Sterol  Regulatory 




SREBP-2 は HMG-COA 合成酵素や還元酵素などの標的遺伝子の転写活性を上昇させ、
コレステロール合成を促進する。また、SREBP-1c は、インスリンシグナルの中心的
メディエーターである IRS-2 の発現を抑制し、インスリン抵抗性を惹起する 91)。イソ
ケルシトリンにおいては、SREBP-1c、2 ともに有意な差はなかったが、ケルセチン
は SREBP-1c の発現を有意に低下させた。しかし、血中でも肝臓中でも中性脂肪や
FFA は低下していないことから、脂質合成に対する SREBP の関与は小さいものと推
察された。 
肝臓中のコレステロールの蓄積が抑制されていたが、コレステロール合成の律速酵
素である HMG-CoA 還元酵素の遺伝子発現は低下しておらず、他の要因が考えられた。 
なお、活性値は測定していないので、遺伝子発現は変わらないが、活性自体が低下し
ていることも考えられる。コレステロールはアセチル CoA を原料として、20 数回の










































よる細胞内への FFA の取り込み促進によって、FFA が PPAR のリガンドとして
作用し、肝臓脂質の蓄積を抑制し、炎症性サイトカインである TNF-の産生を抑
制する可能性のあることを示した。  






の吸収性、バイオアベイラビリティの違いによるものと推察された。   
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与する。ACE（Angiotensin converting enzyme）阻害薬や ARB（アンジオテン
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第 1 節 サルナシの ACE（アンジオテンシン変換酵素）阻害作用（in vitro） 
5.1.1. サルナシ分画部での ACE 阻害活性の比較 
1) 試料調製 
 サルナシ果実 200 g に MeOH 0.5 L を加え、煮沸抽出し、ろ過後濃縮した。
CHCl3：MeOH：H2O＝1：1：2 になるように調製し、振とう抽出することで脂
質を除去した。上層 (MeOH + H2O) は濃縮後、XAD-2（Sigma-Aldrich Co., St. 
Louis, USA）（20 × 90 mm）カラムクロマトグラフィーに供した後、水で十分に
洗浄（SX-W 画分）し、その後 EtOH で溶出し、SX 画分を得た。 
 2.1.1.で調製されたサルナシポリフェノール画分を SP 画分とした。また、
Diaion カラムを水で洗浄して得られた画分を SP-W 画分とした。 
 
2) ACE 阻害活性測定方法 
 ACE 阻害活性の測定は、試料 30 l に、125mM ホウ酸緩衝液（pH 8.3、608 mM 
NaCl 含）に溶かした基質溶液（7.6 mM Hippuryl-His-Leu-OH（Bachem , 
Bubendorf, Switzerland））を 250 l 混合し、37°C で 5 分間プレインキュベー
トした。その後、60 mU/ml のウサギ肺由来 ACE（Sigma, St.Louis, USA）を
200 l 加えて、37°C で 30 分間インキュベートした。反応は 1N HCl 250l を
加え、停止した。遊離した馬尿酸を EtOAc 1.5 ml で振とう抽出し、10 分間遠心
（3,000rpm、15°C）後、EtOAc 層を 1 ml 採取した。乾固後、蒸留水 200 l
で溶解し、遊離した馬尿酸を HPLC で分析した。分析条件は以下に示した。カラ
ムには、Wakopak Wakosil-5C18 HG（4.6×100 mm i.d.）（和光純薬工業株式会
社, 大阪，日本）を用いた。展開溶媒は 2-プロパノール：10 mM リン酸緩衝液（pH 
2.4）＝8：92（6 mM 1-オクタンスルホン酸含）を用い、流速は 1.0 ml/min とし
た。検出は 225 nm で行った。試料の代わりに 50% EtOH を用いたものを対照と
し、下記の式より阻害率を求めた。  
 ACE 阻害率(%)＝(Control OD – Sample OD)/Control OD×100 
 
 
5.1.2. ACE 阻害作用を示す有効成分の探索  
1) 試料調製 
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 SX 画分（0.1 g/2 ml 50% EtOH）を Sephadex LH-20（25 × 400 mm）クロマ
トグラフィーに供し、50% EtOH で展開した後、2 g ずつ分取した。この分取し
たフラクション溶液を試料とした。対照には 50% EtOH 溶液を用いた。 
2) ACE 阻害活性測定方法 
 5.1.1 と同様の方法で、各フラクションの ACE 阻害率を算出し、阻害率の高い
画分は、HPLC-DAD でスペクトル分析を行った。分析条件は、1.1.に記載したと




 サルナシを合成吸着樹脂である Diaion カラムによって SP-W と SP 画分に、
XAD カラムによって SX-W と SX 画分に分画し、それぞれについて ACE 阻害活
性を測定した。結果を Fig. 5-1-1 に示した。SX 画分と SP 画分はほぼ同程度の高
い阻害作用を示したが、SX 画分が一番強い ACE 阻害作用を示し、SX-W、SP-W
画分の 2 倍程度の阻害活性であった。  
次に、強い阻害作用を示した SX 画分を Sephadex LH-20 を用いて分画し、各
画分の ACE 阻害作用を測定した。結果を Fig. 5-1-2 に示した。阻害率の高かっ
た画分の HPLC クロマトグラムとその UV スペクトラムを Fig. 5-1-3 に示した。
各画分の吸光度と ACE 阻害作用を比較すると、必ずしも分画画分の吸光度と
ACE 阻害作用に比例関係はみられなかった。ACE 阻害作用の高かった画分 I、 II、
III について HPLC で分析し、主要ピークの測定をしたところ、もっとも阻害作
用の高かった画分 I にみられる主要ピークのスペクトルはフラボノイド、桂皮酸
類とは異なることが予想され、これらとは異なる成分が阻害作用を示しているも












Fig. 5-1-1.   Effects of each fractions on ACE activities in vitro. 
 
    The percentage inhibition is defined as that compared with the Control reaction 






CHCl3 layer MeOH, H2O layer
→MeOH









CHCl3 layer MeOH, H2O layer
→MeOH
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Fig. 5-1-2.   ACE-inhibitory activity and opticaldensity (OD) of fractions 
fractionated by Sephadex LH-20 column. 
 
     The percentage inhibition is defined as that compared with the control 
reaction being 100%. The SX was fractionated by Sephadex LH-20 column 
chromatography using 50% EtOH as eluent.  
 
 I : unidentified 
II : unidentified 













































  85 








Fraction No. 121 (III) 
  
 
Fig. 5-1-3.  HPLC chromatograms of major fractions obtained by Sephadex 




















  86 




試料は、5.1.1.で調製された SX 画分と SP 画分を用いた。SX 画分は 10 mg/ml、
SP 画分は 30 mg/ml となるように蒸留水に溶解した。  
 
2) 実験方法 
10 週齢の雄性 SHR/Izm（日本 SLC，静岡，日本；平均体重 335 ± 3.16 g）を
1 週間予備飼育し 12 時間絶食後、4 匹ずつ 3 群に分け、血圧を株式会社ソフトロ
ン社製の非観血式自動血圧測定装置 BP-98A を用い、Tail-caff 法で測定した。そ
の後、対照群には水を 1 ml 経口投与した。SX 群には SX 溶液（10 mg/ml）を 1 ml、
SP 群には SP 溶液（30 mg/ml）を 1 ml 経口投与し、2、4、6 時間後の血圧を測
定した。 
 
3) SX と SP 画分のポリフェノール分析とアミノ酸分析  
 ポリフェノール成分の分析は 1.1.に示した HPLC 条件で行い、アミノ酸分析は
1.3.に示したアミノ酸分析条件下で行った。アミノ酸分析用の試料は、SX 画分





 SHR に SX または SP を経口投与したときの収縮期血圧と拡張期血圧の変化量
を Fig. 5-2-1 に示した。Con 群ではほぼ血圧の変化がみられなかった。SP の投
与において、投与後 2 時間の血圧が有意に低下した。SX 群では、投与 2、4、6
時間後のいずれの時間においても Con 群に対して有意に低い血圧を示した。そこ
で、SP と SX 画分に含まれるポリフェノール成分の分析を行ったところ、SP に
比べて SX 画分には UV スペクトルを示すピークが多く検出され、SP には検出さ
れなかった（-）エピカテキンなどのピークも検出された。また、ピーク 2、3、4












Fig. 5-2-1. Effect of single oral administration of SX or SP on blood pressure 
in SHR. 
 
Each value is expressed as mean ± SEM (n=4). 
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
 
Fig. 5-2-2. HPLC chromatograms of SP and SX fractions. 
 
Column, Develosil C-30-UG-5 (4.6 × 250 mm); Solvent A, 5% MeCN/1% AcOH; 
Solvent B, 40% MeCN. Program: A linear gradient of 0-100% of B in A over the 
course of 180 min at a flow rate of 0.8 ml/min. Detection, 280 nm.   
 
   1. Protocatechuic acid, 2. Chlorogenic acid, 3. (+) Catechin, 4. Caffeic acid,  
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Before hydrolyzed with 2N HCl                                  After hydrolysis 
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 考察
 サルナシの ACE 阻害活性と高血圧自然発症ラット（SHR）における血圧降下作用
を検討した。 
 Diaion カラムでは主にポリフェノールが吸着し、アミノ酸や糖類はほとんど吸着し
ない。XAD カラムは Diaion と比較して、ペプチド等を吸着しやすい。本章では、サ





 ACE 阻害活性の高かった SP または SX 画分を SHR に経口投与し、血圧降下作用
を検討したところ、Con 群に比べ SX 群では収縮期血圧（SBP）、拡張期血圧（DBP）
ともに有意な降下作用を示した。SX 群の投与量が SP 群の 1/3 であったことから、SX
画分はより強い血圧上昇抑制作用を有する物質の含まれることが推察された。また、
SX 画分が強い ACE 阻害活性を示したことから、その作用機構の一つとして含有成分
による直接的な ACE 阻害が考えられた。 





最も高い ACE 阻害活性を示した画分 I については、カテキン類、フラボノール、桂
皮酸類などではないスペクトルを示していることから、未知の成分が含まれている可
能性も考えられる。そのため、今後、成分の同定を行う必要がある。 













と XAD カラム吸着（アミノ酸類リッチ）画分（SX）はいずれも、強い ACE 阻害活
性を示した。SX 画分、SP 画分のいずれにもポリフェノール類、ペプチド類の含まれ
ること、また SX 画分は強い ACE 阻害活性を示し、その主要成分としてハイペロサイ
ド、イソケルシトリンを含むことが示された。 
 SP、SX 画分はいずれも SHR において血圧降下作用を示し、SX 画分は SP 画分の
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よって FABP（Fatty acid binding protein）の発現が上昇していた。このことによっ
て、 FFA の細胞内への取り込みが促進され、 FFA が PPAR （ Peroxisome 
Proliferator-Activated Receptor）のリガンドとして作用し、脂肪酸の酸化、抗炎症
作用、酸化ストレス、細胞増殖などに関わる標的遺伝子の発現を調節している可能性
が推察された。また、炎症性サイトカインの MCP-1（Monocyte Chemotactic Protein-1）
と転写因子である AP-1（Activator protein-1）の発現が抑制されたことにより、その下
流の TNF-の産生が抑制されていること、また、脂肪酸合成やインスリン抵抗性に関
わる SREBPs（Sterol Regulatory Element Binding Protein）が結合するプロモータ
ー領域を持つ p21（cyclin-dependent kinase inhibitor 1）の発現が抑制されているこ
とから、このことが血中の中性脂肪、FFA 値の低下と関連していることが推察された。
これらのことから、サルナシポリフェノール画分は、脂質代謝やインスリン抵抗性を

























（ACE）阻害活性の高かった Diaion 吸着部分の SP または XAD 吸着部分の SX 画分
を SHR に経口投与したところ有意な血圧降下作用を示した。SX 群の投与量が SP 群
の 1/3 であったことから、SX 画分はより強い血圧上昇抑制作用を有する物質を含むこ
とが推察された。また、SX 画分が強い ACE 阻害活性を示したことから、その作用機
構の一つとして含有成分による直接的な ACE の阻害が考えられた。なお、本研究で
強い ACE 阻害作用を示す画分に含まれているハイペロサイドとイソケルシトリンに
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